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論文内容要旨
 【目的翼
 炎症性組織破壊には種々の蛋白分解酵素の関与が示唆されており,なかでも活性の至適pHが
 中性領域にあるmatrixme七alloproteinasesが注目されている。その一つであるMMP-9はゼラ
 チン化した1型およびII型コラーゲンのほか,骨の微少コラーゲンであるV型コラーゲンと軟骨
 の微少コラーゲンであるIX型コラーゲンを分解する。本研究では慢性関節リウマチ(RA)患者
 の血清,関節液,関節組織を用いて,MMP-9のRAの病態への関与を免疫学的手法により検討
 した。
 匿対象】
 1987年のアメリカリウマチ学会の診断基準を満足するRA患者より全人工膝関節置換術の際
 に血清を86例,関節液を54例,滑膜,軟骨,骨組織を59例から採取した。これらのうち,血
 清,関節液,関節組織の全てを検索の対象とし得た症例は39例であった。疾患対照として変形
 性膝関節症(OA)の患者より血清を15例,関節液を16例から採取した。非疾患性対照として
 血清は健常人37例より,関節液は関節疾患のない剖検例3例より採取した。試料採取の前6ケ
 月以内にステロイド剤の投与を受けた症例を除外した。
 匿方法】
 ヒト線維細胞肉腫株HT1080の培養上清より得た精製MMP-9を用いて5週齢のBALB/cマ
 ウスを免疫して,抗ヒトMMP-9モノクロナル抗体2G9,8G7を作製した。対象の血清,関節液
 は採取後直ちに遠心して細胞成分を除き,2G9,8G7を用いたdoubユesandwichELISA法で
 MMP-9蛋白量を測定した。組織は直ちに4%paraformaldehyde/PBSで固定してパラフィン
 に包埋した。2μmの切片を作製し,2G9を用いてABC法で免疫組織化学染色(免疫染色)を
 行い,滑膜組織,軟骨および骨破壊部,関節液中のMMP-9陽性細胞を同定した。MMP-9の特
 異的阻害蛋白であるTIMP-1の血清,関節液中の濃度をhTIMP-1キットで測定し,両者のモル
 濃度比を求め,バランスの崩れを検討した。これらの結果と各種臨床データ,Steinbrockerの
 RAの重症度stage,滑膜組織中のMMP-9陽性細胞数,Roonyの滑膜の組織学的評価指数を比
 較した。
 ζ結果聾
 MMP-9蛋白量はRA群の血清,関節液で各々749,4±940.2ng/m1(n=86),4539、9±7681.5
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 ng/ml(nコ54),OA群で各々139、0±149.6ng/ml(n-15),655.O±1982.8ng/m1(n=16),コ
 ントロール群で各々266.7±120.4ng/ml(n=37),『Ong/ml(n=3)であった。血清,関節液中
 のMMP-9蛋白量はRA群が他の2群より有意に高値を示した。免疫染色では,滑膜組織の浅層
 から深層にかけてび慢性に浸潤した好中球と単球系細胞,軟骨,骨破壊部の破骨細胞,関節液中
 の好中球にMMP-9の発現が広く認められた。MMP-9/TIMP-1モル濃度比は,RA群の血清,
 関節液中で各々1.1±1.6(n=78),L2±L5(n=50),OA群で各々0.4±0.2(n=14),0.5±1.6
 (n=16),コントロール群で各々0.8±0.4(n=9),0(n=3)であった。血清中のモル濃度比に,
 3群間の有意差は認められなかった。関節液中のモル濃度比は,平均値でRA群が他の2群より
 有意に高値で1を上回り,両者のバランスの崩れが証明された。これらの結果と各種臨床検査値
 や滑膜中のMMP-9陽性細胞数,Roonyの滑膜の組織学的評価指数との比較では,関節液中の
 MMP-9蛋白量と滑膜組織中のMMP-9陽性細胞数,Roonyの滑膜のリンパ球のび慢性浸潤を示
 すscoreとの間に,各々r=0.607(n=39),r=0.720(n=39)の正の相関が認められた。また,
 関節液中のMMP-9/TIMP-1モル濃度比と滑膜組織中のMMP-9陽性細胞数,Roonyの滑膜の
 リンパ球のび慢性浸潤を示すscoreとの間に,各々FO.507(n=36),r-0.592(n-36)の正の
 相関が得られた。
 【考察】
 MMP-9はRA群で有意に高値を示し,関節液中でその特異的阻害蛋白であるTIMP4をモル
 濃度で上回っていたことから,RAの関節破壊に関与している可能性が示唆された。関節液中の
 MMP-9蛋白量と滑膜組織中のMMP-9陽性細胞数が良好な相関を示し,MMP-9の発現は滑膜
 組織,関節液中に浸潤,遊走した好中球,単球系細胞,軟骨,骨破壊部の破骨細胞に認められた
 ことから,関節液中のMMP-9はこれらの好中球,単球系細胞に由来すると考えられた。さらに,
 関節液中のMMP-9蛋白量とリンパ球の浸潤の程度が正の高い相関を示した。リンパ球は種々の
 抗体やリンフォカインを産生し,好中球や単球系細胞を活性化することから,リンパ球は好中球,
 単球系細胞の活性化を介してMMP-9の発現に関与していることが示唆された。
 【結語】
 1.血清,関節液中のMMP-9蛋白量は,RA群で健常人,OA群より有意に高値であった。
 2.RA群の関節液中でMMP-9/TIMP-1モル濃度比は1を越え,健常人,OA群より有意に高
 値であった。3.免疫組織化学的にMMP-9の発現は滑膜組織,関節液中の好中球と単球系細胞,
 軟骨,骨破壊部の破骨細胞に認められた。4.RA群の関節液中のMMP-9蛋白量は,滑膜組織
 中のリンパ球浸潤の程度と相関した。5.以上より,MMP-9はRAの関節領域の病変形成に,
 好中球,単球系細胞での発現を介して関与していると考えられた。
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 審査結果の要旨
 炎症性の組織破壊には種々の蛋白分解酵素が関与する。中でも活性の至適pHが中性領域にあ
 るmatrixme七alloproteinase群が最近注目されている。ma七rixmetanoproteinase群は分解す
 る基質の特異性によって分類されており,その一つであるMMP-9はゼラチン化した1型および
 H型コラーゲンのほか,骨の微量コラーゲンであるV型コラーゲンと軟骨の微量コラーゲンであ
 るIX型コラーゲン,並を分解する。本研究は,慢性関節リウマチ患者の全人工膝関節置換術の際
 に採取した血清,関節液,関節組織を対象に,抗ヒトMMP-9モノクロナル抗体を作製した免疫
 組織化学的手法により,MMP-9の病態への関与の機序を解明することを目的としたものである。
 その結果,血清,関節液中のMMP-9蛋白量は慢性関節リウマチ患者で健常人と変形性膝関節
 症患者より有意に高値であること,慢性関節リウマチ患者の関節液中でMMP-9/TIMP-1モル
 濃度比が1を越え,健常人,変形性膝関節症患者より有意に高値であること,免疫組織化学的に
 MMP-9の発現は滑膜組織,関節液中の好中球と単球系細胞,軟骨,骨破壊部の破骨細胞に認め
 られること,関節液のMMP-9/TIMP-1モル濃度比はMMP-9発現細胞数と相関すること,RA
 群の関節液中のMMP-9蛋白量は滑膜組織中のリンパ球浸潤の程度と相関すること,の知見を得
 た。
 以上の研究は,MMP-9の発現をinvivoで初めて滑膜組織,関節液中の好中球と単球系細胞,
 軟骨,骨破壊部の破骨細胞に確認したものである。従来invitroで言われていた滑膜表層細胞
 や滑膜線維芽細胞,軟骨細胞でのMMP-9の発現についてはむしろ否定した。さらに,それらの
 細胞におけるMMP-9の発現は滑膜中のリンパ球によって影響されている可能性が高いこと、
 MMP-9はその量がinhibitorであるTIMP-1量をモル濃度で上回ることで活性を発揮すること
 を明らかにした。よって,本論文は学位に十分値する。
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